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EffbctsofCarbonDioxideLaseronInductmonofBoneFormatmonmRatTmbiae
RukaOHKoucHI
TheCO21aserhastwoopposmngbiologicalef℃ects,mducmngclearmorphologmcal
changesmirradiatedtissues:tissuevaporizationandactmvatmon.High-1evelreactmve
lasertherapy(HLLT)mrradmationresultsmhyperthermmaandtissuevaporization.Con-
verse1ヱ10w-1evelreactmvelasertherapy(LL]LT)irradiationstimulatescellproliferation
anddmfferentiatmon.Recentstudmeshavereportedthatlow-levelCO21asertherapym-
ducesnewbonefOrmatmon,suggestingthatILILLTcanbegenerallyappliedmnGBRfor
thepromotionofboneregenerationandmnmmplanttherapy且)roralrehabilmtatmon.How-
ever,thebmologmcalmechanmsmofCO2LLLTmbonetmssueremainsuncleaLThepurpose
ofthisstudywastoexammnetheeffectsofCO2LLLTonbonecellfunctmonduringbone
mduction.Forthispurpose,CO21aser-mrradmatedrattibmalbonetmssuewasanalyzed
hmstochemicallyandmolecular'biologmcallγOnthethirdexperimentalda又bonemarrow
cellshadaccumulatedjustbeneaththecortmcalboneofthelaser-mrradmatedlefttmbma,
andexpressedosteopontmprotem.Onthe丘fthexperimentalda又wovenbonecomposed
ofosteomdmatrmxwasobservedimmediatelybeneaththelaser-mrradmatedcorticalbone,
butbonemarrowcellsmnthermghttibiathathadundergonedentalbur-mducedinjury
showednochanges.Onthethmrdexperimentalda又bonemarrowcellsmnthelaser-ir-
radmatedlefttmbiashowedahmgherlevelofosteopontinmRNAexpressmonthanthatmn
therighttmbmawmthdentalbur-mducedmjurγInterestmg1又osteocytesmnthecortmcal
bonewerestamnedbyanti-Lef-1antmbodyat3hthrough3daysaf七erlasermrradiatmon.
However,themtensmtyofstammngofosteocytesmthelef七tibmawmthantm-LEF-1antm-
bodydecreasedwmththeprogressmonofbonefOrmationuntilthefifthdayafterlaserir-
radmatmon.Ontheotherhand,osteocytesmthelef七ti'bmacouldnotbestamedwithanti-
SOSTantmbodyuntmlthethirddayaf七erlasermrradmatmon,butwerestamablewiththe
progressmonofbonefOrmationfromthefif七hdayafterlaserirradiation.Theseresults
suggestthatCO21aserirradiatmonmducesbonefOrmatmon,andosteocyteshaveanmm-
portantsmgnalingfunctionforthecontrolofboneformatmon.ThmsmdicatesthattheWnt
canonicalpathwaymnosteocytesmsmmtmallymnvolvedmthelasermrradmation-mduced
mechanicalsmgnalmgcascademnboneremodelmng.
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緒 言
奥 羽 大 歯 学 誌
現 在 歯科 治療 にお い て さま ざまな種 類 の レー
ザ ーが広 く応 用 され てい る。一般 に レーザーは高
出力 レーザ ーと低 出力 レーザ ーに分類 され,高 出
力 レ ー ザ ー で は アル ゴ ン レ ー ザ ー,YAGレ ー
ザ ー,炭 酸 ガス レーザ ーが代表 的で ある。 近年で
は低 出力 レーザーの臨床応用 の加 速が見 られ,半
導体 レーザ ーや ヘ リウムネオ ンレーザ ーな ども注
目 され てい る。 この ように歯科 にお ける臨床 にお
いて広 く応 用 されてい るレーザーで あるが,な か
で も高 出 力 レーザ ー に分類 され る炭 酸 ガ ス レー
ザ ーはその出力 の違い を自由に コン トロールす る
こ とが可能 で あ り,臨 床 にお いて有 用性 の高 い
レーザ ーで ある。つ まり炭酸 ガス レーザーは照射
時 に起 こ る表 面 組 織 の 蒸 散 な どのHighLevel
reactiveLaserTherapy(HLLT)作用 と照射 部位
周 囲 に お け る細 胞 増 殖,創 傷 治 癒 促 進 な どの
LowLevelreactiveLaserTherapy(LLLT)作用
を比較 的容易 に コン トロールす るこ とがで き るi・2)。
炭酸 ガス レーザ ーの特徴 と しては,組 織表 面で の
水分 の吸収 性 が高 く,非 接触 的で あ り感 染の危険
性 も比較 的軽度 で,操 作性 も高 い ことが知 られ て
い る。 したが って,炭 酸 ガス レーザ ーを使 用 した
臨床 報 告 お よび 基礎 的研 究 は 多数 報告 され て い
る3～5)。田島 ら6,7)は,ラッ ト耳介 筋細胞 にお ける炭
酸 ガス レーザー照射 がmitogen-activatedprotein
kinase(MAPK)であ るextraceiiuiarsignai-
regulatedkinase1/2(ERK1/2)がリン酸化す るこ
とか ら,細 胞増殖 が促進 してい るこ とを報告 して
い る。 また,塩 崎 ら8，9)はラ ッ ト脛骨 に皮 膚表 面
よ り炭 酸 ガスレーザー を照射 し,皮 質骨 表面 の骨
形成 を促 進す る ことを報告 してい る。 これ らの こ
とは炭 酸 ガス レーザ ーの,組 織 の治癒促 進や再生
療法へ の応用 の可能性 を示 唆す る もので ある。 ま
た,炭 酸 ガ ス レーザ ーに限 らず他 の低 出力 レー
ザー,超 音波,電 気,機 械 的牽引 な どさま ざまな
メカニ カル フォース による骨 形成促進 や細胞活性
化が報告 されて い る10～14)。この よ うに レーザ ー を
メ カニ カル フ ォースの一 つ として と らえた場 合,
再生療 法 に非常 に有効で あ ると考 え られ る。 しか
し,そ の作用 力が強す ぎた り与 える期 間が長す ぎ
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た りす る と,逆 に骨 吸収 を誘導 して しまう危険性
もあるこ とか ら,早 急 なメカニズ ムの解 明が必要
とされ てい る。 こ こ数年,骨 芽細胞 がメ カニ カル
フォース を直接感知 し,骨 形成 の シグナル を送 っ
てい る と言 われ ていた15～17)が,最近で は最初 にメ
カニ カル フォース を認識 してい るの は骨 細胞 であ
り,骨 形成 の シグナル を骨芽細 胞 に伝 達 して い る
の では ない か と考 え られ て い るi8,19)。さらに メカ
ニ カ ル フ ォ ー ス に よ り,カ ノ ニ カ ルWnt/
β-cateninシグナ ル経 路 が刺 激 され るとい う報
告 もあ る20,21)。しか し詳 細 な メカニ ズ ムは 明 らか
になってい ない のが現状 であ る。 そ こで,本 研究
で は炭 酸ガ ス レーザ ーをメカニ カル フォースの一
つ と して と らえ,こ の メカニ カル フ ォー スを骨 の
細 胞 が どの よ うに認識 し,ま た どの よ うなメカニ
ズ ムで骨 代謝 に影 響す るのか を調べ ることを 目的
と した。その ため本 研究 では骨細胞 にお けるカ ノ
ニ カ ルWnt/β-catenin経路 に 深 く 関 与 す る
Lef-1(Lymphoidenhancer-bindingfactorl)と
sclerostinに注 目 し20),炭酸 ガス レーザ ー照 射 に
よって これ らの シグナル 因子 が骨細胞 にお いて ど
の よ うな変化 が生 じるの か を調べ た。 本研究 はメ
カニ カル フォース と しての炭 酸 ガス レーザ ーによ
る骨再生 の メカニズ ムを解 明 し,歯 科領 域 だけに
と どま らず,多 くの 医療 分 野 に おい て炭 酸 ガス
レーザーの有用性 を高 める ことを期待 した もので
ある。
材料および方法
1.実 験 動物 と切 片作製
実 験 は奥羽 大学 動物実 験規 定 に従 って行 っ た。
8週 齢の雌性SDラ ッ ト(日 本 ク レア)各 群10匹
を用 い,エ ーテル麻 酔下 で無痛的 に実験 を行 った。
左右脛 骨 を観血 的 に露 出 させ,左 側 に は炭酸 ガス
レーザ ー(オ ペ レーザ ーLite:YOSHIDA,東京)
を照射 した。照 射 条件 は,出 力3.OW,照射 距 離
約5cm,Superpulse1(SP1),0.9sで4ショッ ト(照
射 エネル ギー約118.9J/cm2)行っ た。 コン トロー
ル群 と して右側 に は歯科 用 ラウ ン ドバ ーにて皮質
骨 を貫 通 させ な い よ うに,直 径1mm,深 さ約
0.5mmの骨欠損 を作製 した(図1)。 その後,3,
6時間後,3,5日 後 にエ ーテル にて屠殺 後,脛 骨
(16)
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図1ラ ット脛骨摘出直後の所見を示す。右側矢印部は炭
酸ガスレーザー照射部位を示す。左側矢印部は歯科
用ラウンドバーによる欠損部位を示す。
を摘出 し,た だ ちに4℃,中 性緩 衝 ホル マ リンに
て24時間 固 定 後,10%EDTA(0.1moiTris-HCl
buffer,pH7.4)にて20日間の脱灰 を行 った。 なお,
脱 灰液 は2日 ごとに交換 した。 エ タノール脱 水後
パ ラフ ィンに包埋 し,約4μmの 連続 切片 を作製
した。
2,染 色 方 法
一 般 染 色 と して ヘ マ トキ シ リ ン.エ オ ジ ン
(H-E)染色 を通法 に従 って行 った。免疫組織 化学
的染色 は,キ シレ ンにて脱 パ ラ フ ィンを行 いエ タ
ノール系 列 で親水 後,3%H2O2にて 内因性 ペル オ
キ シ ダ ーゼ 活性 阻害 を行 った。 次 い で10mmol/
lリ ン酸 緩 衝 食 塩 水(PBS,pH7.4)にて洗 浄 後
iO%正常 ウサギ血 清(Histofinekit,ニチ レイ)
に て切 片 を30分間前処 理 した後,一 次 抗 体 を反
応 させ た。抗体 はウサギ抗osteopontin(American
ResearchProducts,USA),ウサギ抗Lef-1(Santa
Cruz,USA),ウサ ギ抗sclerostin(abcam)抗体
を用い た。
3.リ アル タイムPCR22～26)
レーザー照射 とラウン ドバ ーで骨欠損 を形成 し
た3日 後 の脛骨 か ら、PBSに よって骨 髄 細胞 を
flashoutして 摘 出 し,タ カ ラ社 製 のtotalRNA
分 離kit(RNAiso)を用 い て 指 示 に 従 ってtotal
RNAを 分 離 した。 その 後1μgのtotalRNAに
対 して,タ カ ラ社 製 のRT-PCRkitを用 いOligo
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dTを プ ラ イ マ ー と し て 逆 転 写 してcDNAを 作 製
し た 。 作 製 し たcDNA溶 液 か ら2μlを 用 い て
SYBERGreenを 用 い た イ ン タ ー カ レ ー タ ー 法 に
よ り リ ア ル タ イ ムPCRを 行 っ た 。SmartCycler
Ⅱ を 用 い たPCRの 反 応 は95℃5秒,60℃20秒 の
シ ャ トル 反 応 で 行 い,osteopontinmRNA発 現 量
を β-actmmRNAの 発 現 量 で 補 正 し た 。 な お 用
い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る 。 β-actin:
Forward5'tgacaggatgcaggaggaga3',
Riverse5'tagagccaccaatccacaca3',
osteopontin:Forward5'cccaggatgaggacagtt
cca3',Riverse5'agaacggcttgtcctgctcaga3'。
結 果
1.炭 酸 ガス レ-ザ-照 射 によ る新生 骨形 成
a.H-E染 色
図2に 示 す よ うに炭 酸 ガス レーザ ー照射後,3
日目で は ラウン ドバ ー による コン トロール群(図
2-a)と炭酸 ガス レーザー照射群(図2-b)と で は
大 きな違 い は見 られ ないが,5日 目には レーザ ー
照射部位 の骨髄側 に類骨様 の新生骨 の形成 を認 め
た(図2-d矢 印部)。
b.免 疫 組織化学 的染色
5日 目の組織 では,ラ ウ ン ドバ ーによ るコ ン ト
ロール群(図3-a,b)の 骨髄 側 にosteopontin陽
性 の細胞散 在性 が観 察 され,レ ーザ ー照 射群(図
3-c,d)では形成 され た新生 骨 の基質周 囲に存在
す る細胞 にosteopontinの発現 が観 察 され た。
c.リ アル タイムPCR
図4に 骨髄 細 胞 で のosteopontinmRNAの発
現量 の結果 を示 す。 ラ ウン ドバ ー によ る コ ン ト
ロール群 と比較 し,炭 酸 ガス レーザ ー を照射 した
群 で は,osteopontinのmRNA発現 量 が 約1.8倍
に なってお り,有 意に促進 してい るこ とがわ か る
(図4)。
2.炭 酸 ガ ス レーザー照射 によ る骨細胞 の反応
レーザ ー照射 が骨 組織 に与 える影響 を調べ るた
め に,骨 組織 に注 目 し,免 疫組 織化学 染色 によっ
てLef-1とsclerostinの発現 を調べた。
レーザ ー照射後3時 間の骨 組織 のLef-lの染色
結果 を図5-a,b,c,dに示す。 図5-a,bは照射部位
に相 当す る骨細胞 の結 果で,骨 細胞 にLef-lの発
(17)
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図2ラ ッ ト脛骨のH-E染色所見を示す。歯科用ラウンドバーによる骨欠損を与えたコントロ-ル群の脛骨
をaとcに示す。炭酸ガスレ-ザーを照射 したレーザー照射群の脛骨をbとdに示す。実験開始後3日 目
(a,b)と5日目(c,d)を示し,5日目の脛骨ではコントロール群に比較 してレーザー照射群では骨髄側に
類骨様の骨形成が認められる(d矢印)。スケールバー:100μm。
現が認められ る。 しかし図5-c,dに示す ように,
同じ骨組織でもレーザー照射部位から離れて存在
す る骨細胞にはLef-1の発現は認められなかった。
さらにレーザー照射後6時 間の骨組織の骨細胞の
染色結果 を図5-e,fに示す。照射後3時 間と同様
に照射部位に存在す る骨細胞にはLef-1の発現が
認められ(矢 印),その発現は照射後3時 間のも
のと比較 して強 くなっていることがわかる。 しか
し,興昧あることに骨髄側 に骨形成が見 られる照
射後5日 目の骨細胞では照射部位であるにもかか
わらずLef-1の発現が見 られな くなった(図5-g,
h)。これ らに対 してWntシグナルの抑制因子で
あるsclerostinの発現は,Lef-1の発現が強 く見
られた照射後6時 間の骨細胞においてその発現が
全 く認 め られず(図6-a,b),Lef-1の発現 が消 失
した照射後5日 目の骨 細胞 ではsclerostinの発現
が認め られ るようになった(図6c,d矢 印)。
全ての免疫組織 化学 的染色 につ いて,陰 性 対照
群 は陽性 反 応 が全 く認 め られ な か った(datanot
shown)。
考 察
骨の形状および構造は骨に加わる機械的応力に
よって支持 され,そ れに適応す るように形作 られ
てい る(Wolffの法則)10)。この現象は組織 ・細胞
レベルで加 えられた応力刺激が骨の細胞,す なわ
ち破骨細胞,骨 芽細胞,骨 細胞およびそれらの前
駆細胞などに作用 し,吸収と形成のバランスを制
(i8)
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図4リ アル タ イ ムPCRに よ って 測 定 した 骨 髄 細 胞 で の
osteopontinmRNA発現 量 を 示 す。 歯 科 用 ラ ウ ン
ドバ ー で 骨 欠 損 を 与 え た後3日 目 の コ ン トロ ー
ル 群(Cont)の脛 骨 骨 髄 か ら分 離 し たtotalRNAと,
レ ー ザ ー 照 射 後3日 目 の レー ザ ー 照 射 群(Laser)
の 脛 骨 骨 髄 細 胞 か ら 分 離 し たtotalRNAにお け る
osteopontinmRNAの発 現 量 を 比 較 し た 。 結 果 は
β-actinで補 正 し た 。Dataaremeans±SD(n=6).
StatisticalsignificancewasestimatedbyStudent's
t－test.P★★<0.01.
図3抗osteopontin抗体 を用 い た 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 結
果 を示 す。 上 段 のaとbは 実 験 開 始 後5日 目の 歯 科
用 ラ ウ ン ドバ ー に よ る コ ン トロ ー ル 群 を示 す 。 骨
髄 側 の 拡 大 図(b)には 抗osteopontin抗体 陽 性 の 骨 髄
細 胞 が 散 在 して い る こ と が わ か る。 一 方,下 段 のc
とdに は レー ザ-照 射 後5日 目の 脛 骨 を 示 す 。 骨 髄
側 に は新 生 骨 が認 め られ,そ の 基 質 の周 囲 に存 在 す
る細 胞 に 抗osteopontin抗体 の局 在 が認 め られ る(d)。
ス ケ ール バ ー(a,c):200μm,スケ ール バ ー(b,d):
100μm。
御 し,リ モデ リングを促 し,最終的には骨の形状
と構造 を変化 させると考えられている27～29)。最近,
メカニカル フォースを骨に与えることにより骨形
成 を促進 させ るという報告が多く取 り上げられて
いる。田島7)は炭酸ガス レーザーを直接 ラッ ト脛
骨 に照射することにより,骨形成が促進す ること
を示 した。しかし,なぜ メカニカルフォースとし
てレーザーを照射することにより骨形成が促進 さ
れるのか,ど のようなメカニズムで骨形成が促進
されるのかは明 らかになっていない。 したがって,
そのメカニズムの解明は歯科領域だけでなく,多
くの医療分野においても残 された重要な課題であ
る。
今回注 目した炭酸ガスレーザーは,超 音波,電
気,機 械的牽引と同様にメカニカルフォースを骨
に与えるだけでなく,炭酸ガスレーザーに特徴的
なLLLT作用での細胞活性 も期待で きる１～3・6～9)。
これまでの炭酸ガスレーザーによる骨形成促進の
報告では,骨 形成の所見が見 られたのはいずれ も
脛骨の骨髄側であった。そこで本研究では骨 と骨
髄 との間になん らかのシグナル伝達があるのでは
ないかと考 えた。
実験では図2-c,dに示すように,レ ーザー照射
後5日 目でラウンドバ ーによるコン トロール群に
は見 られなかった骨形成が骨髄側に認められた。
また,免 疫組織化学的染色ではその新生骨の周囲
に存在する骨髄細胞にosteopontinの発現が観察
された(図3-c,d)。さらに,リ アルタイムPCR
に よ るosteopontinmRNAの発現 は ラ ウ ン ド
バーによるコン トロール群と比較 し,有意に高い
発現 を示 した(図4)。Osteopontinはこれまで
に骨組織に力を加えると早期に発現 され るタンパ
(19)
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図5レ ー ザ ー照 射後3時 間 の 照 射 部位(a,b),及び未 照 射 部 位(c,d),6時間後 の レーザ ー 照射 群(e,f),5日
目 の レー ザ ー照 射 群(g,h)の抗Lef-1抗体 に よ る免 疫 組 織 化 学 的 染 色 所 見 を示 す 。炭 酸 ガ ス レー ザ ー照 射
部位 の骨 細 胞 にはLef－1が発 現 して い るの に対 し(a矢印,b),炭 酸 ガ ス レー ザ ー未 照 射 部 位 の 骨 細胞 で は
Lef-1の発現 が ほ とん ど見 ら れ なか った(c,d)。さ らに6時 間後 の 所 見 で は,レ ーザ ー照 射 部 位 の 骨 細胞 で
のLef-1の発 現 は3時 間 後 と比 較 して さ らに 強 くな って い た(e矢 印,f)。一 方,5日 目 に な る と レー ザ ー
照射 部 位 で 認 め られ て い たLef-1の発 現 は観 察 で き ない(g,h)。スケ ール バ ー(a,c,e,g):100μm,スケ ー
ルバ ー(b,d,f,h):50μm。
ク質として知られており,メ カニカルフォース反
応 タンパク質としてその作用が注目されている15～i7)。
本実験の結果は田島の報告 と一致 しており,炭
酸ガスレーザー照射がメカニカルフォースとして
骨髄側の骨髄細胞に何 らかの影響を与え,骨 形成
を誘導 していると考 えられる。 しか し,それが直
接作用 しているのか,ま たは他か らシグナルを受
け取っているだけなのかはまだ不明である。数年
前までは,骨 芽細胞 はメカニカルフォースに対す
る感受性が高 く,骨形成のシグナルを送 っている,
とい う報告があげ られていた15～i7)。しかし,最 近
では実際に骨の形態 を変化 させ るのは骨芽細胞お
よび破骨細胞であるが,メ カニカルフォースを感
知 し,これらの役割を調節 しているのは骨細胞で
あることが明 らかになってきているl8,30,31)。
骨細胞は骨芽細胞 あるいは骨細胞みずか らが産
生 した骨基質中に埋め込まれた細胞であり,骨基
質中の骨小腔 に存在 してい る。Bonewaｌd19,20)は
骨細胞の樹状突起が骨細管内部で体液が動 くこと
により生 じる流体勇断応力を感知す ることにより,
メカノセンサーとしての役割を担っていることを
示唆 してい る。横瀬 らは1,2)ラッ ト骨組織 に炭酸
(20)
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図6レ ー ザ ー照 射 後6時 間(a,b)と5日目(c,d)の抗sclerostin抗体 に よ る脛 骨 の 免 疫 組 織化 学 的 染 色 所 見
を示 す。6時 間 後 の所 見 で はsclerostinの発 現 は見 られ な い が,5日 目 の所 見 で はsclerostinの発 現
が観 察 で きる(c矢印)。ス ケ ール バ ー(a,c):100μm,スケ ー ルバ ー(b,d):50μm。
図7レ ーザー照射直後から5日目まで,骨細胞におけるLef-1の発現の変化をシェーマに表す。レー
ザー照射部位直下の骨細胞は空胞変性が見られ,そ れより少し離れた部位の骨細胞にLef-1
の発現が観察された。やがて5日 目で新生骨の形成が安定するとその発現は見られなくなり,
6時間後まで発現が見られなかったsclerostinの発現が観察される。
ガス レーザーを照射 し骨組織 を計測 した結果,
HLLT作用部位の骨細胞が空胞変性 している部位
の骨髄側 には骨形成 がな く,LLＬT作用部位 の
vitalな骨細胞が存在す る骨髄側 には新生骨が多
く誘導 されていることを示 した。これは骨髄側の
新生骨形成 は骨細胞の状態に密接に関係 し,vital
な骨細胞が骨髄側の骨芽細胞にシグナル を送って
いる可能性が考 えられる。
どのようなメカニズムで骨細胞が応力を感知す
るのかは,流 体剪断応力i7,27,31)以外にも数々の仮
説 が提 唱 されて い る。接着 斑 を構成す るインテグ
リンを介 したメカニズ ムや19,31),さらにJacobs32～34)
らは骨 細 胞 に存 在す る繊 毛 は非常 に メカニ カル
フォースの感受性 が強 く,光,動 きのセ ンサ ー と
して流 体応力 を知 覚 し,そ れ を細胞 内に伝達 して
い る と述べて い る。最近 の有力 な説 では,骨 細胞
が メカニ カル フォースのシグナル を骨表 面の細胞
へ伝達 す るメカニズ ムと して,骨 量 や骨の細胞 の
機 能 の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー で あ るWnt/
β-cateninシグナル経路 が関係 してい るので はな
(21)
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い か といわれ てい る20,21)。そこで本研究 で はWnt/
β-catenin経路の 中のLef-1にター ゲ ッ トを あて,
実験 を行 った。
Lef1はHMGド メ イ ンを有 す る転 写調 節 因子
で,歯 の 発生 過程 におい てBMP-1,FGF,Wnt
などの シグナル因子 と ともに,上 皮-間 葉相 互作
用の シグナル カスケ ー ドを形成 す るこ とが知 られ
て い る35)。ま た,カ ノニ カ ルWnt/β-catenin経
路で は安 定化 した β-cateninが核 内 に移 行 し,転
写 因子TCF(T-cellfactor)/LEFの共 役 因子 と し
て機 能す る ことに よ り,転 写 が活性化 す る36)。今
回 の実験 で は,レ ーザ ー照射 後3時 間で照射部 か
ら少 し離 れた骨細 胞 にLef－1の発現 が見 られ(図
5-a,b),6時間後 で は その発 現 は持 続 して い た
(図5-e,f)。な お,レ ー ザ ー 未 照 射 部 位 で は
Lef-1の発現 は見 られ なかった(図5-c,d)。一方,
新生 骨形成 が安定 して くる5日 目に はLef-1の発
現 は消 失 して い た(図5-g,h)。この こ とか ら,
新生 骨形成 の期 間 において,骨 細胞 にLef-lが発
現 した ことか らWnt/β-catenin経路の活性 化 が
示 唆 され る。
さらに最近で は,骨 の細胞 が メカニカル フォー
スに よって刺激 を受 け る と,sclerostinが多量 に
発現す ると報告 されて お り,メ カニ カル フォース
と何 らかの関係 があ るので はない か と,注 目 され
て い る37)。SclerostinはSOSTの遺伝 子産物 で あ
り,sclerostinの欠乏 は骨 量増加 が特 徴的 な硬化
性 骨症sclerosteosisの原 因 とな る こ とが知 られ
て い る。Sclerostinは初 期の頭蓋 の骨芽細 胞分 化
で,Wnt7aの 発 現 に 続 き,骨 形 成 マ ー カ ー の
osteocaicinと同時 に骨 芽細 胞 の遅 い ステ ー ジで
発 現 す る と証 明 さ れ て い る38)が,最近 で は
sclerostinは骨芽細 胞 よ りも骨 細胞 に大量 に発現
して お り,LRP5と結合 す る こ と に よ ってWnt
シグナル を抑 制す るとい う報告 も多 くあげ られて
いる39,40)。さらにRoblingら41,42)はWnt/β-catenin
は メカニ カル フ ォースによ る新生骨形成 の イニ シ
エ ー ターで あ り,sclerostinはイ ンヒビ ターで あ
ると提唱 してい る。 今回の実験 で も図6-a,bに示
す ように,6時 間後 ではscierostinの発現 は観 察
され なかったが,5日 目の レーザ ー照射部位 の骨
細胞 にscierostinの発現 が見 られ た。 これ らの こ
と か ら 考 察 す る と,sclerostinはメ カ ニ カ ル
フォー スに よって骨細胞 内のWnt/β-catenin経
路が活性 化す る際 ネガテ ィブ レギュ レーター と
して機能 し,そ の活性 を抑制 す る 目的で骨形成 が
安定す る時期 に発現 す る可能性 が示 唆 され る。 図
7は これ らの結果 をシェーマに示 した もので あ る。
ま た,DMP1,connexin43,E11/gp38など の
タ ンパ ク質 も骨 細胞 で 多 く発現 し,メ カニ カル
フォースに感受性 の高 い ことが論 じられている43～47)。
今後 さらに炭酸 ガ スレーザーに よる骨 形成 のメカ
ニ ズム を解明 してい く上 で,こ れ らの タンパ ク質
も発現 を調べ る必要性 があ る。
結 論
今 回の 実験 で,炭 酸 ガ ス レー ザ ー照射 に よ り
ラ ッ ト脛 骨骨髄側 に骨形成 が確認 され,さ らに照
射部 位で の空胞 変性 してい ないvitalな骨細 胞 に,
骨形成 が完 了す るまでの 問Lef-1が発現 して いた。
またその後Lef－1の発現 が消 える と,骨 形成 の比
較 的遅 い ステー ジでsclerostinの発現 が見 られた。
この ことか ら,炭 酸 ガス レーザ ーによ るメカニカ
ル フ ォー スによって,骨 基 質中の骨細 胞 が活性 化
され,そ の他 の メカニ カル フォース と同様,骨 細
胞 が それ を認 識 し,Wnt/β-catenin経路 を刺 激
す る ことによ り,骨 形成 に関与す る ことが示 唆 さ
れ た。
謝 辞
稿を終えるにあたって,終 始御懇篤なる御指導,御校閲
を賜りました奥羽大学歯学部歯科保存学講座横瀬敏志教授
に心からの謝意を表 します。また,本研究を遂行するにあ
たり,御協力をいただいた教室員各位に感謝いたします。
本論文の要旨は第46回奥羽大学歯学会(平 成20年11月
8日 郡山市)に おいて発表した。
文 献
1)横 瀬 敏 志,中 貴 弘,大 野 敬,堀 江 武:歯
科 治 療 に お いて 炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー を安 全 で効 率
よ く使 用 す る た め に(1).日本 歯 科 評 論770;
133-1382006.
2)横 瀬 敏 志,中 貴 弘,大 野 敬,堀 江 武:歯
科 治 療 に お いて 炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー を安 全 で効 率
(22)
Vol.36No．2 炭酸ガスレーザー骨誘導初期変化 大河内 57
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
i1)
12)
13)
14)
i5)
よ く 使 用 す る た め に(2・ 完).日 本 歯 科 評 論
771;151-1582007.
横 瀬 敏 志,門 倉 弘 志,柿 坪 秀 具,田 島 直 人,片
山 直,堀 江 武:炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー の 細 胞 生
物 学 的 作 用 と細 胞 情 報 伝 達 の 関 係 に つ い て.デ
ン タル ダ イ ヤ モ ン ド27;i49-1552002.
McKee,M.D.:EfｆectsofCO2laserirradiation
invivoonratalveolarboneandincisorenam-
e1,dentin,andpulp.J.Dent.Res.72;
1406-1417l993.
五 味 一 博,八 島 章 博,白 川 哲,金 指 幹 元,関 根
章 子,小 林 一 行,長 野 孝 俊,松 井 康 太 郎,山 口 博
康,新 井 高:高 出 力 レ ー ザ ー の 低 出 力 照 射 が
ラ ッ ト骨 髄 細 胞 三 次 元 培 養 の 石 灰 化 に 及 ぼ す
影 響.日 レ 歯 誌16;1O-152005.
田 島 直 人,横 瀬 敏 志,門 倉 弘 志,安 達 広 太 郎,柿
坪 秀 具,松 岡 哲 朗,藤 枝 和 夫,長 谷 川 彰 彦,片 山
直:ラ ッ ト骨 格 筋 細 胞 に お け るMAPKの 発 現
に 及 ぼ すCO2レ ー ザ ー の 影 響 に つ い て.日 歯 保
存 誌45;583-5902002.
田 島 直 人:ラ ッ ト脛 骨 組 織 の 骨 形 成 能 に 対 す る
炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー 照 射 の 影 響 に つ い て.日 レ 歯
誌14;32-432003.
塩 崎 洋 堂,横 瀬 敏 志,斎 藤 正 樹,鈴 木 洋,廣 瀬
直 子,清 水 秀 之,益 田 賢 治,長 谷 川 彰 彦,片 山
直,奥 村 泰 彦:炭 酸 ガ ス レ ー ザ ー 照 射 に よ る ラ ッ
ト脛 骨 の 骨 形 成 促 進 に 関 す る 研 究.日 レ 歯 誌
16;23-302005.
塩 崎 洋 堂:ラ ッ ト骨 組 織 に お け る 炭 酸 ガ ス レ ー
ザ ー 照 射 の 骨 誘 導 作 用 に つ い て の 形 態 学 的 研 究.
日歯 保 存 誌49;375-3862006.
遠 藤 直 人,高 橋 栄 明:骨 と 電 気 刺 激.TheBone
7;49-531993.
Ozawa,Y,Shimizu,N.,Kariya,G.andAbiko,
Y.:Low-energylaserirradiationstimulates
bonenoduleformationatearlystagesofcell
cultureinratcalvarialcells.Bone22;
347-3541998.
伊 藤 博 元:骨 ・軟 部 組 織 に 対 す る メ カ ニ カ ル ・
フ ォ ー ス.J.NipponMed.Sch.69;146-i48
2002.
Iwai,T.,Harada,Y,Imura,K.,Iwabuchi,S.,
Murai,J.,Hiramatsu,K.,Myoui,A.,
Yoshikawa,H.andTsumaki,N:]Low-intensi-
typulsedultrasoundincreasesboneingrowth
intoporoushydroxyapatiteceramic.J.Bone
Miner.Metab.25;392-3992007.
Lirani-Galvao,A.P.,Jorgetti,V.anddaSilva,
O.L.:Comparativestudyofhowlow-1evella-
sertherapyandlow-intensitypulseduitra-
soundaffectbonerepairinrats.Photomed.
LaserSurg.24;735-7402006.
川 島 博 行:メ カ ニ カ ル フ ォ ー ス に よ り 誘 導 さ れ
る 骨 芽 細 胞 の 分 化 と 骨 形 成.NiigataDent.J.
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)
23)
24)
25)
26)
30;173-1822000.
Harter,L.V.,Hruska,K.A.andDuncan,R.L.:
Humanosteoblast-1ikecellsrespondtome-
chanicaistrainwithincreasedbonematrix
proteinproductionindependentofhormonai
regulation.Endocrinology136;528-5351995.
Owan,I.,Burr,D.B.,Turner,C.H.,Qiu,J.,Tu,
Y,Onyia,J.E.andDuncan,RJL.:Mechano-
transductioninbone:Osteoblastsaremore
responsivetofluidforcesthanmechanical
strain.Am.J.Physiol.273;C810-8151997.
Tatsumi,S.,Ishii,K.,Amizuka,N.,Li,M.,
Kobayashi,T.,Kohno,K.,Ito,M.,Takeshita,S.
andIkeda,K.:Targetedablationofosteo-
cytesinducesosteoporosiswithdefective
mechanotransduction.CellMetab.5;
464-4752007.
Bonewald,L.F.:Mechanosensationand
transductioninosteocytes.BonekeyOsteovi-
sion3;7-152006.
Bonewaid,L.F.andJohnson,M.L.:Osteo-
cytes,mechanosensingandWntsignaling.
Bone42;606-6152008.
Piters,E.,Boudin,E.andVanHul,W.:Wnt
signaling:Awinforbone.Arch.Biochem.Bio-
phys.473;1i2-1162008.
Yokose,S.,Kadokura,H.,Tajima,N.,Hasega-
wa,A.,Sakagami,H.,Fujieda,K.and
Katayama,T.:Platelet-derivedgrowthfactor
exertsdisparateeffectsonodontoblastdiffer-
entiationdependingonthedimersinratden-
talpulpcells.CellTissueRes.315;375-384
2004.
Ikeda,T.,Nagai,Y.,Yamaguchi,A.,Yokose,S.,
andYoshiki,S.:Age－reiatedreductioninbone
matrixproteinmRNAexpressioninratbone
tissues:Applicationofhistomorphometryto
insituhybridization.Bone16;17-231995.
Ishizuya,T.,Yokose,S.,Hori,M.,Noda,T.,
Suda,T.,Yoshiki,S.andYamaguchi,A.:Para-
thyroidhormoneexertsdisparateeffectson
osteoblastdifferentiationdependingonexpo-
suretimeinratosetoblasticcells.J.Clin.In-
vest.99;2961-29701997.
Yokose,S.,Zhang,C.,Gao,C.,Murakami,M.
Ohmura,Y,Matsuoka,T.,Katayama,T.and
Katayama,I.:Applicationofarapiddecalcifi-
cationsystemtoinsituhybridizatmonforde-
tectingosteocalcinmRNAinratbonetissue.J.
MeikaiUniv.Sch.Dent.25;213-2161996.
Yokose,S.,Ishizuya,T.,Ikeda,T.,Nakamura,
T.,Tsurukami,H.,Kawasaki,K.,Suda,T.,
Yoshiki,S.andYamaguchi,A.:Anestrogen
deficiencycausedbyovariectomyincreases
(23)
58 奥 羽 大 歯 学 誌 2009
plasmaleve;sofsystemicfactorsthatstimu.
lateproliferationanddifferentiationofosteo-
blastsinrats.Endocrinology137;469-478
1996.
27)Duncan,R．L.andTurner,C.H.:Mechano-
transductionandthefunctionalresponseof
Oonetomechanicalstrain.Calcif.TissueInt.
57;344-3581995.
28)sims,N.A.andGooi,J.H.:Boneremodeling:
Multiplecellularinteractionsrequiredforcou-
plingofboneformationandresorption.Semin.
CellDev.Biol.19;444-4512008.
29)RoOling,A.G.,Castillo,A.B.andTurner,C.
H.:Biomechanicalandmolecularregulation
ofboneremodeling.Annu.Rev.Biomed.Eng.
8;455-4982006.
30)You,L.,Temiyasathit,s.,Lee,P.,Kim,C.H.
Tummala,P.,Yao,W.,KingeryW.,Malone,
A.M.,Kwon,R.Y.andJacobs,C.R.:Osteo-
cytesasmechanosensorsintheinhibitionof
boneresorptionduetomechanicalloading.
Bone42;172-1792008.
31)上 岡 寛,山 城 隆:骨 細 胞 と メ カ ニ カ ル プ ォ ー
ス,ClinicalCalcium18;2008.
32)Malone,A.M.,Anderson,C.T.,Tummala,P.,
Kwon,R.Y.,Johnston,T.R.,Stearns,T.and
Jacobs,C.R.:Primaryciliamediatemecha-
nosensinginbonecellsbyacalcium-indepen-
dentmechanism.Proc.Natl.Acad.sci.US
A104;13325-133302007.
33)Malone,A.M.,Anderson,C.T.,stearns,T．and
Jacobs,C.R.:Primaryciliainbone.J.Mus-
culoskelet.NeuronalInteract.7;3012007.
34)Anderson,C.T.,Castillo,A.B.,Brugmann,s.
A.,Helms,J.A.,Jacobs,C.R.andStearns,T.:
Primarycilia:Cellularsensorsfortheskele-
ton.Anat.Rec.(Hoboken)291;1074-1078
2008.
35)Sasaki,T.,Ito,Y,Xu,X.,Han,J.,Bringas,P.
Jr.,Maeda,T.,Slavkin,H.C.,Grosschedl,R.
andChai,Y:FLEFlisacriticalepithelialsur-
vivalfactorduringtoothmorphogenesis.Dev.
Bio1.278;130-1432005.
36)AsallyM.andYoneda,Y.:β-catenincanact
asanuclearimportreceptorforitspartner
transcriptionfactor,lymphocyteenhancerfac-
tor-1(lef-1).Exp.CellRes.308;357-363
2005.
37)Winkler,D.G.,sutherland,M.K.,Geoghegan,
J.C.,Yu,C.,Hayes,T.,skonier,J.E.,Shpektor,
D.,Jonas,M.,Kovacevich,B.R.,staehling-
Hampton,K.,Appleby,M.,Brunkow,M.E.
andLatham,J.A.:Osteocytecontrolofbone
formationviasclerostin,anovelBMPantago-
nist.EMBOJ.22;6267.62762003.
38)Li,X.,Zhang,Y.,Kang,H.,Liu,W.Liu,P.,
Zhang,J.,Harris,S.E.andWu,D.:Scleros-
tinbindstoLRP5/6andantagonizescanonical
Wntsignaling;J.Bio.Chem.280,19883-19887,
2005.
39)vanBezooijen,R.L.,Roelen,B.A.,Visser,A.,
vanderWee-Pals,L.,deWilt,E.,Karperien,
M.,Hamersma,H.,Papapoulos,s．E.,ten
Dijke,P.andLowik,C.W.:Sclerostinisan
osteocyte-expressednegativeregulatorofbone
formation,butnotaclassicalBMPantagonist.
J.Exp.Med.199;805-8142004.
40)tenDijke,P.,Krause,C.,deGorter,D.J.,
Lowik,C.W.,andvanBezooijen,R.L.:Osteo-
cyte-derivedsclerostininhibitsOoneforma-
tion:itsroleinbonemorphogeneticprotein
andWntsignaling.J.BoneJointSurg.Am.
90;31-352008.
41)Robling,A.G.,Bellido,T.andTurner,C.H.:
Mechanicalstimulationinvivoreducesosteo.
cyteexpressionofsclerostin.J.Musculoskelet.
NeuronalInteract.6;3542006.
42)Robling,A.G.,Niziolek,P.J.,Baldridge,L.A.,
Condon,K.W.,Allen,M.R.,Alam,I.,Mantila,
S.M.,Gluhak-Heinrich,J.,Bellido,T.M.,
Harris,s.E.andTurner.C.H.:Mechanical
stimulationofboneinvivoreducesosteocyte
expressionofSost/sclerostin.J.Biol.Chem.
283;5866-58752008.
43)Yang,W.,Lu,Y,Kalajzic,1.,Guo,D.Harris,M.
A.,Gluhak-Heinrich,J.,Kotha,s.,Bonewald,
L-F.,Feng,J.Q.,Rowe,D.W.,Turner,C.H.,
Robling,A.G.andHarris,s.E.:Dentinma-
trixprotein1genecis-regtllation:Useinos-
teocytestocharacterizelocalresponsestome-
chanicalloadinginvitroandinvivo.J.Biol.
Chem.280;20680-206902005.
44)Rios,H.F.,Ye,L.,Dusevich,V.,Eick,D.,
Bonewald,L.F.andFeng,J.Q.:DMPIises-
sentialforosteocyteformationandfunction.
J.Musculoskelet.NeuronalInteract.5;
325-3272005.
45)Harris,S.E.,Gluhak-Heinrich,J.,Harris,
M.A.,Yang,W.,Bonewald,L.F.,Riha,D.,
Rowe,P.s.,Robling,A.G.,Turner,C.H.,
Feng,J.Q.,McKee,M.D-andNicollela,D.:
DMP1andMEPEexpressionareelevatedin
osteocytesaftermechanicalloadinginvivo:
Theoreticalroleincontrollingmineralquality
intheperilacunarmatrix.J.Musculoskelet.
NeuronalInteract.7;3;3-3;52007.
46)Siller.Jackson,A.J.,Burra,s.,Gu,s.,Xia,X.,
Bonewald,L.F.,Sprague,E.andJiang,J.X．:
(24)
Vol.36No．2 炭酸ガスレーザー骨誘導初期変化 大河内 59
Adaptationofconnexin43-hemichannelpros-
taglandinreleasetomechanicalloading.J.
Bioi.Chem.283;26374-263822008.
47)Zhang,K.,Barragan-Adjemian,C.,Ye,L,Ko-
tha,S.Dallas,M.,Lu,Y,Zhao,S.,Harris,M.,
Harris,S.E.,Feng,J.Q.andBonewald,L.F.:
E11/gp38selectiveexpressmoninosteocytes:
reguiatmonbymechanicalstrainandrolein
dendriteelongation.Mo1.CellBiol.26;
4539-45522006.
著 者 へ の 連 絡 先:大 河 内 瑠 夏,(〒963-8611)郡山 市 富 田 町
字 三 角 堂31-1奥 羽 大 学 歯 学 部 歯 科 保 存 学 講 座(保 存 修 復 学)
Reprintrequests:RukaOhkouchi,DivisionofOperative
Dentistry,DepartmentConservativeDentistry,Ohu
UniversitySchoolofDentistry
31-1Misumido,Tomita,Koriyama,963-8611,Japan
(25)
